Original Article by 村越,善衛 & MURAKOSHI,YOSHIE
-890ー 千葉医学会'雑誌 第 31巻
Alkaline phosphomonoesterase ~就いて
千葉大学医学部医化学教室〈主任・赤松茂教授〉
村越善衛 
YOSHIE MURAKOSHI 
昭和 31年 1月 12日受付
豚腎から得られた Albers酵素粉末を Borax，Bicarbonateに相ついで透析すると，との
酵素液は燐酸 monoester を水解しない。然し Mgの在在で諸種 amino酸， dipeptide， 
tTIpeptideを添加すると，それ等の濃度に応じて monoesteraseの活性が強化せられ極大値
に達し， amino酸等の濃度が更に高まると却って活性度が低下する〈12)(% また， amino酸の 
acyl体のうちでも histidineと tyrosineとの誘導体のみが nlonoesterase作用を阻害す
る事(町及び imidazole誘導体も amino酸等と同じく賦活と阻害能を有する事が報告され(12)
〈20〉，それ等の示す活性度は，それ等の賦活能と阻害能との相互作用により規制されることを明
らかにした〈2%更氾 alkalinephosphomonoesteraseに対して専ら阻害作用を有するとの、
み云われていた CNーもまた amino酸等と同じく活性化作用をも有し〈均，この作用は阻害重
金属の除去に基くものであろう事が指摘された〈功。そ乙で著者は此等諸種化合物の示す賦活及
び阻害作用の機作を検討した実験成績をこ、に報告する。 ~ 
実 験 て 10m1としてから生成 indo‘pheno1-blureを測
基質は主として前報の如く p-Nitropheno1phos- 定する。
 
phate(24)である。しかし，この基質の pKmは大き供 実験結果 

く， pS活性度曲線を描く実験には不適当であり，叉 CNーがamino酸等と同じく Apo酵素賦活作用を

重金聞の影響を検する実験に於いてはその茨酸塩の 有する事(22)及び amino酸， dipeptide，tr匂eptide

混濁を生る。従って必要な場合には phenolphos- 等と重金属との chelate形成に就いての報告ーから
 
phateを用いたが，遊離する phenolの定量は い)(1のめ，先ず重金属と 'chelateをつ〈る諸物質
 
indophenol法(25)に依った。吸光度は目立の chelating. reagent (ligand)に Apo酵素活性化

electrospectro-photometer (波長 615mfl'，波長 作用があるかを検査した。すると ethylendiamine
 
巾0.05mm)により測定された。 (ED)，thioglycolic acid，thionalid.口:histidine 

Apo酵素，豚腎 auto1ysateの調製法，試験液 と同様な活性化曲線を与え， oxine，dipyridyl， 

-組成及び実験条件は概ね前報(20)(21)の通りであるが salicylate，diphenylcarbohydrazideも Apo酵 
phenolphosphateを基質とし酵素に腎 auto1y・ 素を賦活した。そのうち EDはその濃度が高まって 
sateを用いた場合の試験液組成及び定量は次の通 も阻害を示さないが thioglycolicaciCl.， thionalid 
りである。腎 autolysate100倍稀釈液 1ml，M/IO は histidineの如く阻害を示して来る (Fig.1)。 
CuC12を阻害する。そこでIIlOnoesteraseはCuH3.MgCl.~(10/1，き(pH9) 3ml塩酸緩衝液Veronal 
ml，阻害剤 3ml，蒸溜水2mlを約 1時間前加温後， を M/lO万或は M/切に添加して histidine，ED， 

加温 M/1.00 phenolphosphate 3ml添加， 30分及 thionolidの濃度を安えてゆくと活性化曲線は右に

び 60分後，その 5mlを5%三塩素酢酸 1m:!を混 移動する (Fig.1)。

和する〈この場合除蛋白を要ーしなかった〉。 これに 然らば Apo酵素の様に alkohol沈澱法とか，
 
N NaOHを滴下して略pH9とし， M/lOBorax塩 Borax Bicarbonate透析等の処置をしない単なる

酸緩衝液 (pH9) 1ml 2.6-Dibr:oIPaminopheno1 豚腎 autolysateの蒸溜水透析液ではどうであろう
 
CDBAP液〉及び赤血塩液各 0.2m1混和発色後水に か。この透析 autolysateモれ自身既に活性である

、 
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稀釈“Apo酵素"液 1ml，M /10 pH 9 Verona'ぽ Cl緩衝液 2ml，M /20 MgCl..! 1ml， 
蒸溜水3ml (Cu添加の場合は1¥1/10.000或は Mhooo CuC12 1ml，蒸溜水 2ml)賦活剤 
1mlを前加温後，加温1¥1/400 p--Nitrophenolphsphate 2ml添加， 370 1時間値。 
p CLgdJ; 賦活剤終濃度の逆数の対数値。 
Activity; M/8.000 Histidine (或は M/10.000 Ethylenediamine)添加にて活性化した
酵素の活性度を1.0とした時の比活性度。
と結合してMg算出することを試みた。酵素蛋白は倍に増加す5添加のみで作用は約200 MgC12/1¥ が， 
る。この時に histidineとか EDを更に追加しで 活性になるものとし，次の式から計算する 
も酵素作用が博に増強される事は認められなし、。と V _ Mg+x 
ころが Mg持を添加せずに EDを加えると軽度の Vmax Mg+x+K 
作用増強がある。同様に Mg外不添加で ethylen- (Mg + x) (Vmax _ V) = VK 
diaminetetracetic acid(EDTA)を加えると，そ Mg = V vー雪、 Vmax _.V--
，
・ 
の濃度が高まると賦活し，更に高まると阻害して来
る (Fig.2)。	
但し K.酵素蛋白質Mg結合体の解離恒数 
x. a prioriに酵素液中に混在する Mg量 
Fig. 2. . Mg.添加 Mg.量
1.骨	 この様にLて得られた aprioriのMg量Xキ M/20万 
(Fig. 3. b.)を実験にて添加した夫々の Mg量に加
算して活性化曲線を描くとそれ等は平行する一次の 
sigmoid curveとなる (Fig.3. a.実線〉。
hrdq 	そこで Mgt+不添加の下で色々の金属を加えて見
a ι
1 f h - 3 3 ω
• ED 
・ 一ー た。所が Mn叱 COHの一群には MgHに北敵する活性化作用があり， M/4万の Mn，CoはM/1000Mgの
は阻害すZnCu;の活性を与えた。80%る，869夫々 
吋
る。 Mnt+， Co持が Mg:+と同様に有効である事は他
島 ~--prLIl"'II 
稀釈 autolysate1ml，M/10 pH9Veronal・HCl緩
衝液 2ml，諸濃度 ED，或は EDTA2ml，7k3ml 
を前加温後，カ日温 M/，!o p-Nitrophenol燐酸 2m!
添加，但し対称として ligandの代りに M/200MgCl 
2ml添加の活性度を1.0として Activityは示され
ている。
そこで先ず， M/何 EDを添加して置いて， Mg濃
度を愛えた場合の活性化曲線と ED不添加の時の 
Mg活性化曲線とを描き (Fig.3. a.破線〉この曲
線から酵素液に初から混在している微量の Mg量を
種酵素でも既に認められている所で注目に値する
が，此の度はそれには触れない。、今 autolysateに
混在しその阻害作用が EDにより除去される金属
として先ず Znl+を考え， ZnHを M/10万に添加し， 
Mgt+濃度を愛えて，活性化曲線を描き既存の Mg村
濃度を以って補正した曲線は又一次曲線である。こ
の曲線は Zllt+不添加の曲線と平行し，唯右に移動
している.(Fig. 3. a.)。これに反し Cu*M/50万及び 
1¥1/10添加の下で Mg活性化曲線を描くと Fig.3. a. 
の如き経過をとり Noncompetitiveに阻害する。
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稀釈 autolysate1ml，M/lOVero・l' 
nal・HCl緩衝液2ml，Mgc1，2ml， 
，Cu++或はEDM /1.6000，1ml1<.7
Znt或は水2ml混和;前加温後 
M/400p-Nitrophenol燐酸2mlを
暗ト
1 111
主主主 
添加 Activityは M/1000Mglf添
加を1.0として示されている。
但しム印 ED， 0印不添加，
口印 Zntt，Cut添加実験値
企印，..印，・印は Fig.3b 
fごて得られた混在 Mg量 
M/20万を加算補正した時の
夫々の Activityである。
、 
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Fig. 4b. 阻害剤添加及び不添加時の 
ps-滑j生度曲線 
1.0 
10:-' 
次に， amino酸 (histidine)，thionalid，thio-
glycolic.acidが高濃度に於いて monoesterase 
司ム
0.5 
宮古 
を阻害する事， また EDTAが添加 Mg量M/200よ ~て一一-.，.. hl111D
りも遣に低い濃度 M/1万でも monoesteraseを阻 Y 
害する機作はどう説明したらよいか。著者は以前 
histidine，tyrosineの acyl誘導体が monoes-
teraseを阻害する事を報告したが〈20〉，との ben-， 
zoylhistidineを， Mgで極大に活性化した酵素に， 
M/1万の濃度に添加して阻害様式を検討した。基質
濃度を色々と斐えて，酵素作用の初速度 vを求め， 
1縦軸にーを，横軸にーをとると Fig.4. a.に見られS 
る様に benzoylhistidine不添加の直線と全く平行
する直線を得た。 benzoyIhistidineと同様に EDT 
A M/占卿添加の直線もまた不添加直線と平行する。
者察 
l¥.lkaline phosphataseは Mgと結合して活性
となるものと考えると p(Mg)活性度曲線は Fig. 
3. a.に見られる如く一次 S型である事は酵素蛋白 
〈u
4 
稀釈 autolysate1ml，M/lOpH 9 Veronal・HCl緩
衝液 3ml，M/ωMgCl，23ml.，阻害剤 3ml，水2mI
を約 60分前加温後，加温 M/400 phenol燐酸3ml
添加， 370 60値の pS活性度曲線。
但し@印 Benzoylhistidine(BH)， x印 Ethy~ 
lendiamine tetra acetate (EDTA)実験の 
Activityを示す。
はー原子の Mgと結合して活性となると云い得る。
諸種 ligandが amino酸， dipeptide，tripep-
tideと同じく， Mgl+の存在下で Apo酵素を活性
化する現象は阻害重金属の除去(隠蔽〉作用に基く
と云い得る。即ち，私共が従来用いていた所謂 Apo
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酵素は混在する重金属により阻害を受けている状態 
にあり，この重金属と chelateを形成する性質の
強い程，換言すれば complexの stabilitycon-
stantの大きし、程これ等化合物の示す Apo酵素活 
性化曲線はより低濃度側に位守る。即ち低濃度で活 
性化作用を示し得るわけである。 1例を挙げれば
histidine，glycine，alanine，B-alanilleの Cuと
のKsは夫々 18ム15ム15.1，12.8でい)(15)Apo酵
素活性化曲線の中点(pk[A)或は pK [Ligand)) 
は夫々  5.6，4.0，3.1，2.6である。叉阻害重金属量の
多い程同一 ligandの示す活性化曲線は高濃度側に
移動し，過剰濃度の ligandの示す阻害曲線と交叉
する濃度範囲では最大活性を示さなし、。
著者は先に精虫の alkalinephosphataseを用 
い， histidineの賦活能及び m-aminobenzoyl 
histidineの阻害能が pHの獄少に伴って弱まる事
を報告した【22)が，この現象は重金属と chelating 
agentとの complexが酸性側では一般的に起り
難くなる事から当然と云えよう。 K.Myrback(均 
はAgの saccharase阻害は pHに依り異り，酸性 
の増大と共に阻害の減少する事から H+とAg+と
の相競で説明しているが，これも complex形成の
問題であろう。
豚腎自家消化単純透析液を酵素液として用いて
も， Mg不添加の時は ED及び EDTAにより軽度
の作用増強の認められる事は蒸溜水透析を行った酵
素液中にも極微量の阻害重金属の存在する‘事を示す
ものであろう。 EDTAは更に濃度が高まると阻害
を示して来る事は重金層と同時に Mgをも陰蔽する
為と思われる。阻害重金属のうち Cut+阻害は Mgl+
と Noncompetitiveであるが ZnH阻害は Mgl+に
より Competitiveに除去されるので autolysate
中にある重金属は Zn叉はこれに類するものであろ
う。
重金属の阻害に関しては Cationの阻害として 
organic cationと共に，多くの酵素に就いての報
告がある。本実験に於ける阻害重金属と Mgとの関
係からみても，重金扇の種類によりその酵素蛋白と
の結合の親和性のみならず結合様式にも遠いがあり
相競或は非相競の差異を示して来るものと推察され
る。 
J. C..Mathiesは精製Lた alkalinephospha-
tase中にも 2n，Mg，Cu及び少量の Mn，Pb等
の metalが混在してい'るが， これは精製過程中蓄
積されたものであろうと報じている(1';)。著者-は
autolysate中に混在している阻害金属除去の目的
から， KCN，ED或は MgC12溶液に透析したがこ
の metalを除去する事は出来なかった。 F.Kubo-
wit2.(13)は銅酵素である tyrosinase(phenoloxi-
dase)の Cuは KCN透析で除去出来ると云ってい
るが最近 H. R.Mahler等(14)は Uricaseも銅蛋 
白であるが，この Cuは KCN透析で除去出来ない
事を報じている。 この事から， autolysate中にあ
るZn或はそ孔に類する金属の結合の一部は酵素
・蛋白と強く結合していて complex形成化合物を添
加しでも，酵素蛋白と金屑との結合は完全には切離
れず金属 complexは透析によって除去出来ないも
のと解釈される。
Mgは phosphataseを賦活する事の H.Erd-
man仰の発見以来，賦活金属に就いては幾多の報告 
がある。 Mg以外の金属に関しては Horii等.(10) R~ 
Cloetens仰， L.Massart(17)等及び E.Bamann(5) 
は腎酵素の Mn賦活を報じ， Mg，Mnと同じく Fe，
Co，Niも賦活する事を L.Massart，1;.Vanden-
driesshe(16)，R.Cloetens(日)， R.K. Morton(19) 
は報じてし、る。叉 H.D. Jenner &H. D. Kay(l1) 
は小腸粘膜の酵素が Caにより賦活されると報告し
ている。著者も Mn，CoはM/2万 __M/ほの濃度で
最大の賦活能を示し，この濃度を越すと阻害を示す
ことを認めている。 Mg，Mn，Co等の示す賦活機
作の物理化浮的検討は将来の興味ある問題である。 
Benzoylhistidine及び EDTAの阻害に就いて
考察すると阻害剤が基質との competitionであれ 
1 .1 
"TTVSー 阻害剤添加時直線は不添加時の直線と 
縦軸上の一点で、交り， noncompetitionであれば横
軸の延長上の一点で交るべきであるが Fig.4に見
られる様に二直線は全く平行する(9)0 EDTA，Ben-
zoylhistidilleの如き阻害剤は酵素蛋白・ Mg・基質 
comple玄中の Mgと complexを形成するもので
あろうと考えられる。この関係は次の式から明らか
である。
(むC!2= Krn 工型2(!2= Kn 
ば， V'-S 
くSf) 一一 (SfI) 一 
(E) =(f)+(Sf)+(SfI) 

玉虫 =ζ!~~+ 1+笠旦

くSf)くSf)くSf) 
=K旦+1+_c.旦...…・….....…-くりS .-. Kn 
但し	 (S)活字離基質濃度，'(f)、准離酵素濃度， 
(50酵素基質結合体濃度， (SfI)酵素基
質阻害体濃度， (1)激離阻害剤濃度，
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(E)酵素総濃度， Km酵素基質結合体の (りは両直線は平行し阻害剤の濃度が高まれば両
解離恒数， Kn酵素基質阻害体の解離恒数 直線の間隔が大となる事を示すものである。
要 約 
(1) 諸種 ligandは amino酸等と同じく Mg怜の存在下で所謂 Apo酵素を活性化する。
市も賦活に要する ligand 濃度は金属 ch~late 化合物の stability constant ~乙応じ決定さ
れる。即ち metal-complexの stabilityconstantの大きい ligandは，最大賦活に要す
る濃度が小であるO 我々が従来用いていた rApo酵素」は重金属により阻害を受けている状態
にあったものであるO 
(2) 重金属 (Cu)阻害は諸種 ligandにより陰蔽除去されるが，阻害除去に要する ligand
濃度は阻害金属量の増大に伴い，賦活曲線は曲線の型を変えず高濃度側に平行移動する。従っ
て，阻害金属量の多い時は過剰濃度の ligandによって示される阻害が起り，最大賦活を示さ
ない。 
(3) 酵素液として用いた au七olysateの中に約 M/20万の Mgが混在している乙とを明ら
かにしたO 
( 4) autolysate中にも阻害金属が微量寄在するが，この阻害金属は Mg朴により相競的
に追出されるoautolys(，l胞に於ける Zn*阻害は Mg添加により除かれるが， Cu++阻害は 
Mg*で除去されなし'0 
主
(5) Mg*の賦活曲線は一次S型を示し，酵素蛋白はー原子の Mg持と結合しで活性となる
ものと云い得るb 
(6) Benzoylhistidine，EDTA等の阻害剤は酵素基質結合体とのみ結合する。
本研究は文部省から赤松教授に与えられた科学研究費により，赤松教授の指導の下に行われた。
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